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摘要 :【 目 的】 分析 比较 饲 喂 玉米 Zea mays L. 秸秆 的 白星 花 金 龟 Protaetia brevitarsis 幼虫 中 肠 、 后 肠 
中 细菌 群落 结构 ,挖掘 肠 道 细菌 在 白星 花 金龟 消化 秸秆 中 的 功能 。【 方 法 分 别提 取 健 康 白星 花 金 
龟 3 龄 幼虫 10 个 样品 (5 个 中 肠 内 含 物 .5 个 后 肠 内 含 物 ) 肠 道 细菌 总 DNA ,利用 Ilumina HiSeq 技 
术 对 白星 花 金 龟 幼虫 中 肠 和 后 肠 细 菌 的 16S rDNA V4 区 序列 进行 测序 ,统计 样品 操作 分 类 单元 
(operational taxonomic units, OTUs) 数量 ,分 析 物 种 让 度 、a 多 样 性 和 B 多 样 性 ,并 将 细菌 群落 信息 
映射 到 KEGG 基因 组 数据 库 , 进 行 细菌 群落 功能 挖 气 。[【 结果 】 共 获得 白星 花 金龟 3 龄 幼虫 肠 道 细 
4 1062 897 高 质量 reads, 聚 类 为 2 441 个 OTUs, 总 共 注 释 到 27 个 门 ,51 个 纲 ,77 目 ,168 科 ,326 
属 。 在 属 的 分 类 阶 元 上 ,中 肠 中 以 假 单 胞 菌 属 Pseudomonas 为 最 优势 属 , 后 肠 中 以 脱硫 绝 菌 属 
Desulfovibrio 为 最 优势 属 。Qa 多 样 性 分 析 表 明 ,后 肠 群 落 多 样 性 更 丰富 ;B 多 样 性 分 析 结 果 显 示 , 后 
肠 微生物 群落 更 稳定 。 细 菌 群落 功能 分 析 结 果 显 示 , 中 肠 、 后 肠 细 菌 群落 都 含有 降解 秸秆 相关 的 酶 
系 , 其 中 ,中 肠 降 解 木 质 素 相关 的 通路 更 丰富 ,后 肠 降解 纤维 素 的 酶 更 多 。【 结 论 】 采用 Illunina 
HiSeq 测序 技术 明确 了 人 饲 喂 玉 米 秸秆 的 白星 花 金龟 幼虫 中 肠 、 后 肠 细 菌 群落 结构 与 特点 ,进一步 发 
现 了 肠 道 细菌 在 白星 花 金 包 秸 秆 消化 过 程 中 发 挥 的 作用 ,相关 研究 结果 将 为 白星 花 金 龟 消 化 秸秆 
的 机 制 深 入 研究 提供 参考 ,为 我 国 秸秆 资源 化 利用 提供 新 思路 。 
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Abstract: [ ^im] To analyze and compare the structure of the bacterial communities in the midgut and 
hindgut of Protaetia brevitarsis larvae fed on Zea mays stalk, and to further explore the function of these 
gut bacteria in stalk digestion of this insect. [ Methods] The total DNA was extracted from 10 samples of 
healthy gut bacteria (5 midgut contents and 5 hindgut contents) of the 3rd instar larvae of P. brevitarsis. 
The V4 region of 168 rDNA of the bacterial communities in the midgut and hindgut of P. brevitarsis was 
sequenced by Illumina HiSeq techniques, and the number of operational taxonomic units ( OTUs), 
species composition abundance, alpha diversity and beta diversity were analyzed. The gut bacteria 
community data were mapped to KEGG genome database for further bacterial community function 


discovery. [Results] Totally, 1 062 897 high quality reads of gut bacteria of the 3rd instar larvae of P. 
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brevitarsis were produced and clustered to 2 441 OTUs, which were annotated into 27 phylums, 51 
classes, 77 orders, 168 families and 326 genera. At the genus level, Pseudomonas and Desulfovibrio were 
the most dominant genus in the midgut and hindgut, respectively. Alpha diversity data showed that the 
bacterial communities in the hindgut were more abundant than those in the midgut, and the beta diversity 
analysis indicated that the bacterial communities in the hindgut were more stable than those in the 
midgut. Function analysis of bacterial communities showed that both the bacterial communities in the 
midgut and hindgut contained stalk degradation enzymes, and the lignin degradation pathways were more 
abundant in the midgut while the cellulose degradation enzymes more abundant in hindgut. [ Conclusion] 
The structure and characteristics of the bacterial communities in the midgut and hindgut of P. brevitarsis 
larvae fed on corn stalk were clarified, and their functions in helping P. brevitarsis digest stalk were 
discovered. These results will provide references for the further study on stalk digestion mechanism of this 
insect, and offer a new idea for utilization of crop straw resources in China. 


Key words: Protaetia bevitasis; gut bacteria; 16S rDNA; V4 region; bacterial community; community 


diversity ; function analysis 





作物 秸秆 是 农作物 生产 系统 中 一 项 重要 的 生物 
资源 ,如 何 合理 化 利用 这 一 资源 是 目前 引起 人 们 关 
注 的 重要 问题 。 据 统计 , 随 着 粮食 产量 增加 ,我 国 秸 
秆 年 产量 已 经 超过 8 亿 t, 可 转化 利用 秸秆 在 5 45 t 
左右 (Jiang et al., 2012; Chen, 2016)。 目 前 ,秸秆 
不 合理 的 处 理 方式 ,不 仅 浪费 资源 ,而 且 带 来 了 严重 
的 大 气 污染 与 水 体 污 当 。 近 年 来 ,围绕 秸秆 的 合理 
高 效 利 用 ,国内 外 学 者 不 断 进 行 新 的 探索 。 

土 栖 昆 虫 等 无 消 椎 动物 在 转化 有 机 质 ( 包括 植 
物 残 体 ) 中 起 着 重要 作用 ( Wolters, 2000) 。 白 星 花 
金 包 Protaetia brevitarsis Lewis 是 鞘翅 目 ( Coleoptera ) 
4 fa HE Scarabaeidae ) 昆虫 ,其 幼虫 腐 食性 ,可 取 
食 植 物 秸 秆 、 腐 烂 落叶 发酵 木 届 、 菌 糠 、 牛 类 等 ,不 
为 害 植物 ,并 且 其 消化 上 述 废弃 物 产生 的 凑 便 对 植 
物 生长 有 较 好 的 促进 作用 ,在 秸秆 资源 化 利用 方面 
有 巨大 的 前 景 。 目 前 ,国内 外 已 经 有 不 少 利用 白星 
花 金 包 转 化 秸秆 等 废弃 物 的 研究 报道 ,结果 显示 , 白 
星 花 金龟 幼虫 具有 较 好 的 秸秆 转化 效率 ,除了 其 姜 
便 可 以 作为 肥料 之 外 ,其 虫 体 还 含有 大 量 优质 的 蛋 
El .脂肪 以 及 对 部 分 疾病 有 效 的 活性 分 子 (Yeo et 
al., 2013; 杨 诚 , 2014; Lee et al.，2016) 。 上 述 研 
究 结果 显示 ,与 堆肥 等 其 他 秸秆 利用 技术 相 比 ,利用 
白星 花 金 包 处 理 秸秆 可 以 产生 更 多 有 价值 的 产品 ， 
然而 白星 花 金 龟 消 化 秸秆 的 机 制 尚 不 清楚 。 
昆虫 的 中 肠 、 后 肠 是 主要 消化 器 官 ,之 前 研究 显 
示 , 肠 道 微生物 对 其 昆虫 的 食物 消化 等 生命 活动 有 
重要 的 作用 ,包括 提供 必要 的 营养 ( Breznak, 2002 ; 
Ben-Yosef et al., 2010) , 提供 消化 酶 (Warnecke， 
2007; Todaka, 2007; Watanabe and Tokuda, 2010) , 
增强 昆虫 的 防御 能 力 (Oliver et al., 2005) 以 及 加 快 
































































































































昆虫 解毒 能 力 (Babendreier et al., 2007) 等 。 白 星 花 
金 怨 肠 道 微生物 相关 研究 较 少 , 杨 诚 (2014) 在 白星 
花 金 龟 中 分 离 了 7 株 肠 道 微 生物 ,其 中 5 株 分 别 为 
坚强 芽孢 杆菌 Bacillus firmus 、 环 状 芽孢 杆菌 Bacillus 
circlans , 1l] f& F f& FT PR. Bacillus laterosporus , 1 Wf F 
T Bacillus macerans 和 巨大 芽孢 杆菌 Bacillus 
megaterium ,另外 2 株 较 新 的 细菌 分 别 属于 韦 来 氏 球 
菌 属 Veillonella 和 明 串 球菌 属 Leuconostoc。 而 这 些 
研究 数据 对 全 面 了 解 白 星 花 金 包 肠 道 微生物 群落 结 
构 及 其 在 秸秆 中 的 消化 所 用 尚 显 不 足 。 随 着 测序 技 
术 、 分 子 生物 信息 技术 的 迅速 发 展 ,微生物 基因 组 的 
迅速 积累 ,近年 来 高 通 量 测序 技术 在 微生物 群落 与 
功能 研究 方面 的 应 用 日 益 得 到 人 们 重视 (Asshauer 
et al., 20015) 。 本 研究 利用 Humina HiSeq 测序 技术 
对 饲 喂 玉米 Zea mays L. $i FT W A EEEE 
Protaetia brevitarsis 3 龄 幼虫 中 肠 、 后 肠 微生物 群落 
进行 了 分 析 ; 进 一 步 利用 微生物 群落 注释 信息 映射 
已 发 表 的 基因 组 数据 ,对 秸秆 主要 成 分 (纤维 素 、 木 
质 素 ) 降解 相关 的 酶 或 代谢 通路 进行 了 统计 分 析 ， 
以 期 为 进一步 研究 白星 花 金 包 消 化 秸秆 的 机 制 提 供 
参考 。 
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1 材料 与 方法 
L1 fidum 
白星 花 金龟 幼虫 在 室温 28 + VC ,相对 湿度 
60% +10% 和 光 周 期 16L: 8D 条 件 下 饲养 ,以 风干 
的 玉米 Z. mays L. 秸秆 加 水 湿润 作为 饲料 ,在 恒温 
培养 箱 中 培养 ,选取 饲养 获得 的 3 龄 幼虫 作为 供 斌 
昆虫 。 




















634 昆虫 学 报 Acta. Entomologica Sinica 60 卷 





1.2 白星 花 金 龟 中 后 肠 分 离 和 肠 道 细菌 总 DNA 
提取 

取 虫 体 大 小 一 致 . 健 康 的 白星 花 金龟 3 龄 幼虫 
5 头 , 先 用 无 菌 水 漂洗 30 s, 再 用 75 色 酒精 进行 虫 体 
表 消 毒 ,最 后 用 无 菌 水 清洗 掉 体 表 残 留 酒精 ,无 菌 操 
作 条 件 下 两 侧 剪 开 幼虫 体 表 ,仔细 取出 完整 肠 道 后 ， 
分 别 将 中 肠 、 后 肠 剪 下 ,取出 肠 道 内 含 物 , 使 用 
FastDNA? Spin Kit for Soil( MP Biomedicals, USA ) 对 
10 个 样品 (5 AP PS VAI 5 个 后 肠 内 会 物 ) 分 别 
提取 上 肠 道 细菌 总 DNA ,利用 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 
测 抽 提 的 基因 组 DNA, DNA 样品 于 -20C 保存 ， 
备用 。 
1.3 肠 道 细菌 16S rDNA 扩 增 和 PCR 产物 纯化 

以 1.2 节 提 取 的 肠 道 细菌 总 DNA. 为 模板 ,采用 
细菌 V4 高 变 区 通用 引物 对 16S rDNA 进行 PCR。 
所 用 引物 为 515F(5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA- 
3') 和 806R ( 5'-NNNNNNGGACTACVSGGGTATCT 
AAT-3') ( NNNNNN 是 用 于 区 分 样品 的 barcode ) 
( Bokulich et al., 2012) ,PCR 反应 体系 (50 uL) :2 x 
Taq mix 25 kL, 浓度 为 10 pmol/L 的 上 下 游 引物 各 1 
pL,DNA 模板 100 ng, ddH,O 22 uL, PCR 反应 条 
件 :95%C 预 变 性 10 min ;94^C 变性 1 min,56% 退火 1 
min,72% 复 性 1 min,30 个 循环 ;72% 延伸 5 min, 
扩 增 产物 140 V,2% BRIEDE GER E YKM, PCR 仪 
采用 日 本 TaKaRa 公司 TP600; PCR 产物 采用 
AxyPrep DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 ( Axygen AP-GX-250) 
纯化 , 切 胶 回收 的 PCR 目的 片段 用 10 mmol/L Tris- 
HCI 洗 脱 ,2% 琼脂 糖 电泳 检测 。 
1.4 上 肠 道 细菌 文库 构建 及 测序 

将 1.3 节 PCR 产物 进行 荧光 定量 后 ,按照 每 个 
样品 的 测序 量 要 求 进 行 相应 比例 的 混合 。 文 库 构 建 
采用 TruSeq® DNA PCR-Free Sample Preparation 试 
ME, RARP RER : CL) 连接 “Y” 字 形 接头 ;(2) 使 
用 磁 珠 筛选 去 除 接头 自 连 片段 ;(3) 利用 PCR 扩 增 
进行 文库 模板 的 富 集 ;(4) 氧 氧 化 钠 变性 ,产生 单 链 
DNA 片段 ,经 过 Qubit 和 Q-PCR 定量 ,文库 合格 后 ， 
使 用 Illunima HiSeq 2500 (2 x250 bp) 进行 上 机 
测序 。 
1.5 数据 优化 和 OTU RŽ 

HiSeq 测序 得 到 的 是 双 端 序列 数据 , 使 用 
PANDASEQ 软件 进行 数据 过 滤 :(1) 过 滤 read 尾部 
质量 值 15 以 下 的 碱 基 , 设 置 4 bp 的 窗口 ,如 果 窗 口 
内 的 平均 质量 值 低 于 15 ,从 窗口 开始 截 去 后 端 碱 
基 ;(2) 根据 PE reads 之 间 的 overlap 关系 ,将 成 对 














































































































reads 拼接 ( merge) 成 一 条 序列 ; (3) 根据 序列 的 
barcode 和 引物 区 分 样品 ,并 调整 序列 方向 ,barcode 
允许 的 错 配 数 为 0, 最 大 引物 错 配 数 为 2, 统计 各 样 
品 的 优质 序列 。 

每 个 样品 中 随机 选取 50 000 个 优质 序列 进行 
OTU 构建 ,使 用 USEARCH (版 本 8. 0. 1517) 流程 
(Edgar, 2013) 对 高 质量 的 16S rDNA 序列 进行 操作 
分 类 单元 (operational taxonomic units, OTUs) RX.: 
(1) 去 除 重复 序列 ;(2) 去 掉 size 2 1 的 序列 (去 除 没 
重复 的 序列 ) ;(3)97% 的 相似 度 进 行 聚 类 ;(4) 使 
用 UCHIME( Edgar et al., 2011) 的 “Gold”database 
去 除 符 合体 序列 ,生成 OTU 代表 序列 ; C5 ) 将 每 个 样 
品 的 所 有 序列 映射 到 OTU 代表 序列 ,生成 OTU K 
及 其 相对 丰 度 表 , 统计 各 样品 可 用 的 reads 数目 、 
OTU 数目 ,代表 序列 分 别 使 用 RDP (版 本 2. 2) 
(Wang, 2007) 和 Greengenes( 版 本 13.8 ) ( DeSantis 
et al., 2006 ) 数据 库 注释 和 分 类 ,可 信和 度 设 置 为 0.5， 
最 后 在 界 \ 门 、 纲 、 目 、 科 、 属 分 类 水 平 上 统计 各 测试 
样品 中 的 群落 组 成 。 

1.6 肠 道 细菌 群落 多 样 性 分 析 

在 门 和 属 分 类 水 平 上 用 Excel 软件 的 条 形 图 统 
计 并 比较 中 肠 和 后 肠 内 的 优势 群落 结构 和 组 成 的 差 
Fo Ha 多样 性 (alpha diversity ) 分 析 单 个 样品 内 
部 的 细菌 物种 多 样 性 ,使 用 Mothur( 版 本 1.36.1) 
(Schloss et al., 2009) 计算 每 个 样品 的 菌 群 丰 度 
( community richness ) 指数 (Chao 和 Ace) 和 菌 群 多 
RÉ 性 ( community diversity ) 指数 ( Shannon 和 
Simpson) ,并 作出 相应 的 稀释 曲线 图 用 来 评价 测序 
量 是 否 足 以 覆盖 所 有 类 群 。 用 B 多样 性 (peta 
diversity ) 分 析 样 品 之 间 在 物种 多 样 性 的 差异 ,本 文 
使 用 R 软件 (Version 2.15.3) 基于 Unweighted 
Uni Frac, Weighted UniFrac 距离 进行 PCoA 分 析 , 利 
JH KO 丰 度 表 进 行 PCA 分 析 , 并 选取 贡献 率 最 大 的 
主 坐 标 组 合 进行 作 图 展示 ,图 中 样品 的 距离 越 接 近 ， 
表示 样品 的 物种 组 成 结构 越 相 似 ( Lozupone and 
Knight, 2005; Park et al., 2014)。 

1.7 肠 道 细菌 群落 功能 分 析 

在 完成 OTU 序列 物种 注释 的 基础 上 , 直接 或 者 
间接 映射 到 与 之 相关 的 KEGG ( Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes ) 已 注释 的 微生物 基因 组 , 结 
合 注释 到 的 细菌 在 样品 中 的 丰 度 信息 、 基 因 组 中 
165 rRNA 基因 拷贝 数 以 及 功能 基因 (使 用 KECC 
Ortholog, KO 表征 ) ,进一步 获得 样品 的 包含 的 部 分 
已 知 细菌 的 功能 基因 数据 及 其 丰 度 ,对 样品 中 的 代 
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谢 途 径 及 秸秆 代谢 参与 的 酶 进行 分 析 ( Asshauer et 
al., 2015) , 


2 结果 


2.1 
组 装 

从 白星 花 金 包 3 龄 幼虫 的 中 肠 和 后 肠 样 品 中 共 
获得 1 062 897 条 高 质量 的 细菌 16S rDNA 序列 ,每 
个 样品 随机 选取 的 50 000 个 序列 通过 质量 控制 后 可 
用 的 序列 按 97% 的 相似 度 进行 OTU 聚 类 ( 表 1) , 基 
于 OTUs 的 注释 结果 显示 ,10 个 样品 合并 的 总 体 样 
品 共 获 得 2 441 个 OTUs ,总 共 注 释 到 27 个 门 ,51 个 
24,77 目 ,168 科 ,326 属 。 
2.2 白星 花 金 龟 幼 虫 中 .后 肠 微生物 种 类 及 其 丰 度 
比较 

图 1(A) 显 示 , 中 肠 和 后 肠 中 物种 丰 度 排名 前 9 
的 门 分 类 单元 为 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 变形 菌 门 
( Proteobacteria) 、 放 线 菌 门 ( Actinobacteria ) 、 拟 杆菌 
门 (Bacteroidetes) , 2 2$ M | ] ( Planctomycetes ) , JE 
iI ]( Verrucomicrobia) , J^ fr PR | ] ( Euryarchaeota ) , 
xk Ex W D] ( Elusimicrobia ) 和 B fF 门 
(Acidobacteria) ,为 优势 类 群 ,但 是 比例 有 所 不 同 。 
中 肠 中 厚 壁 菌 门 占 27. 89% +9. 89% ,变形 菌 门 占 
31.02% +4.77% , 放 线 菌 门 占 23.91% + 8. 3196, 
拟 杆菌 门 占 4. 49% x0. 8396 , 浮 霉 菌 门 占 4.50% + 


白星 花 金龟 肠 道 细菌 16S rDNA 序列 拼接 与 
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3.0396 , 疣 微 菌 门 占 3.0396 2.5496 , 广 古 菌 门 占 
0. 2596 x0. 1696 , XE E EiT] i 0.07% + 0. 0296 , 酸 
杆菌 门 占 0.60% = 0.3590, 其 他 为 4.2396 =+ 
0.92% ;后 肠 中 厚 壁 菌 门 占 39. 37% +3.18% ,变形 
菌 门 占 19. 52% + 2.9996 , 放 线 菌 门 占 7.78% + 
2.09% , 拟 杆 菌 门 占 2.25% +2.86% , YE S3 ILL] E 
0.65% +0.19% , 疣 微 菌 门 占 0.54% + 上 0.12% , 广 
古 菌 门 占 1.51% +0.67% , 迷 踪 菌 门 占 0.79% + 
0.45% , 酸 杆 菌 门 占 0.28% = 0.08%, H ti X 
7.08% +2.12% 。 
从 丰 度 排名 前 10 属 水 平 (图 1: B) 上 比较 中 肠 
和 后 肠 中 各 属 所 占 比 例 , 5) 91] 79 ZETRVFTF PLUGS. Bacillus 
(12. 7896 +5.56% vs 4.17% x 1. 9896 ) 、 假 单 胞 菌 
属 Pseudomonas ( 14.69% + 7.1996 wv 2.31% + 
0.29% ) .脱硫 弧 菌 属 Desulfovibrio (0. 77% =+ 0. 1496 
vs 9.77% x 3. 5196 ) , Turicibacter (2.01% € 3. 4396. vs 
0. 2196 +0.08% ) 、 产 乙酸 嗜 和 蛋白 质 属 Proteiniphilum 
(0.21% + 0.0296 vs 4.92% + 0.9796). Alistipes 
(0.2596 +0.05% vs 3.89% +0.82%)、 拟 杆菌 属 
Bacteroides (0. 14% +0.06% vs 2.43% +1.27% ) Jj 
黄 单 胞 菌 属 Luteimonas(1. 5696 +1.45% vs 0.3196 + 
0. 04% ) , Terrimicrobium(1. 0696 x0. 3796 vs 0. 1496 + 
0. 0696 ) ,Planctomicrobium(1. 0796 x0. 4596 vs 0. 1196 
+0.02% ) 和 其 他 (65.47% +4.90% vs 71. 7896 + 
1. 2396) , 综 上 可 知 ,总 体 来 说 中 肠 和 后 肠 在 门 、 属 
水 平 上 优势 菌 物种 类 别 一 致 ,但 丰 度 大 小 比例 不 同 。 






























































白星 花 金 包 3 龄 幼虫 肠 道 细菌 16S rDNA 序列 分 析 


Table 1 Sequence analysis of 16S rDNA of gut bacteria in the 3rd instar larvae of Protaetia brevitarsis 














样品 有 效 序列 数目 * OTU 数目 不 同 分 类 阶 元 归 类 数目 Number of different taxonomic categories 
Samples Number of valid sequences” Number of OTUs — 门 Phylum 纲 Class 目 Order 科 Family 属 Genus 
H01 36 833 1623 24 43 65 139 235 
H02 41 526 1 639 25 43 63 138 231 
H03 38 483 1 603 24 44 63 136 239 
H04 32 950 1621 25 46 67 137 236 
H05 32 083 1623 25 45 68 142 239 
M01 34 717 1517 24 42 69 148 263 
M02 38 584 1 481 26 45 68 148 256 
M03 35 496 1 454 25 45 69 148 256 
M04 37 632 1 548 23 43 65 143 265 
M05 37 242 1 615 24 45 64 142 259 
总 数 Total 365 546 2 441 27 51 77 168 326 


H01 - H05 : 后 肠 样品 Hindgut samples; M01 - M05: 中 肠 样 品 Midgut samples. 下 同 The same below. 星 号 表示 每 个 样品 随机 抽取 50 000 个 序列 
进行 分 析 , 通 过 拼接 、 过 滤 得 到 的 有 效 数 据 的 数量 。The asterisk indicates the number of the valid data after analysis, assembling and filtering of 





50 000 sequences randomly selected from each sample. 
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图 1 白星 花 金 包 3 龄 幼虫 肠 道 细菌 优势 门 (A) 和 属 (B) 相 对 丰 度 














Fig. 1 


2.3 和 白星 花 金 龟 幼 虫 中 肠 和 后 肠 细菌 a 多 样 性 
分 析 

稀释 曲线 (rarefaction curve) 可 以 用 来 评价 测序 
量 是 否 足 以 覆盖 所 有 类 群 ,并 间接 反映 样品 中 物种 
的 丰富 程度 。 当 曲线 趋 于 平缓 时 ,说 明 测序 数据 量 
合理 ,更 多 的 数据 量 对 发 现 新 OTU 的 贡献 很 小 , 反 
之 则 表明 继续 测序 还 可 能 产生 较 多 新 的 OTU, 本 研 
究 各 样品 的 覆盖 度 都 在 99% 以 上 且 各 样品 的 物种 
稀释 曲线 趋 于 饱和 ( 图 2.) ,表明 各 样品 测序 深度 足 
够 。 比 较 白 星 花 金龟 幼虫 中 肠 和 后 肠 细 苦 群 落 的 
Shannon 指数 、Chao 指数 和 Simpson 指数 发 现 ,中 肠 
和 后 肠 微生物 多 样 性 都 具有 显著 性 差异 ; 男 外 后 肠 
细菌 群落 的 Shannon 平均 指数 和 Chao 平均 指数 均 
大 于 中 上 肠 , 说 明 后 肠 微 生物 群落 多 样 性 、 丰 富 度 都 高 
于 中 肠 ; 后 肠 细菌 群落 的 Simpson 平均 指数 低 于 中 
肠 , 说 明 后 肠 优 势 微 生物 更 集中 ( 表 2)。 











Relative abundance of dominant phylum (A) and genus (B) of gut bacteria in the 3rd instar larvae of Protaetia brevitarsis 


2.4 白星 花 金 龟 幼 虫 中 肠 和 后 肠 细菌 D 多 样 性 
分 析 

本 人 研究 通过 PCoA ( principal co-ordinates 
analysis) 可 视 化 方法 观察 样品 间 的 多 样 性 差异 , 利 
用 微生物 群落 多 样 性 进行 PCoA 分 析 , 发 现 样品 的 
组 织 来 源 是 样品 间 差 异 的 主要 原因 。 中 上 肠 5 个 样品 
和 后 肠 5 个 样品 分 别 聚集 在 不 同 的 椭圆 内 ,之 间 没 
有 交集 ,表示 中 肠 和 后 肠 的 细菌 群落 具有 显著 差异 ， 
后 肠 椭 圆 内 的 5 个 样品 之 间 的 距离 都 小 于 中 肠 ,可 
见 后 肠 样 品 间 的 微生物 群落 一 致 性 更 高 。PCL 和 
PC2 分 别 表示 对 样品 差异 贡献 率 最 大 的 两 个 因素 。 
B 多 样 性 分 析 ( 图 3) 是 用 来 研究 样品 之 间 在 物种 多 
样 性 差异 。 但 是 unweighted PCoA 与 weighted PCoA 
TE PCl 上 有 和 较 大 差异 , unweighted PCoA 的 PCI 为 
23.0% ,而 weighted PCoA 的 PC1 为 79.0% ,说 明 物 
种 的 丰 度 对 这 两 组 样品 的 差异 贡献 更 大 。 酶 是 降解 
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图 2 白星 花 金 龟 3 龄 幼虫 中 肠 和 后 肠 中 细菌 群落 香 浓 指数 稀释 曲线 











Fig. 2  Rarefaction curve of Shannon index of bacterial communities in the midgut and 


hindgut of the 3rd instar larvae of Protaetia brevitarsis 


R2 白星 花 金 包 幼 虫 中 肠 和 后 肠 细菌 多 样 性 指数 
Table 2 Alpha diversity indices of the bacteria in the midgut and hindgut of the 3rd instar larvae of Protaetia brevitarsis 











样品 多 样 性 指数 Diversity index 
Sample Chaol Shannon2 Simpson 
idgut .98 +55. .97 x0. .09 +0. 
中 肠 Midg 1 524.98 +55.79 5.97 +0.48 0.09 +0.03 
后 肠 Hindgut 1 623.32 +11.22 7.7+0.09 0.02 +0.002 
P 0.009 0.000 0.001 


lm. 
m; 





图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 ; P «0.01 表明 组 间 存 在 极 显著 差异 ( 
significant differences between groups (one-way ANOVA). 

吉 秆 的 主要 活性 物质 ,进一步 比较 了 各 样品 在 酶 种 
类 映射 水 平 上 的 差异 ,结果 显示 (图 3) 样 品 的 组 织 
来 源 是 同样 是 样品 间 差 异 的 主要 原因 , PCI 为 
84. 8% ,说 明 中 肠 、 后 肠 微生物 群落 差异 进一步 在 消 
化 功能 上 反映 出 来 。 

2.5 和 白星 花 金 龟 幼 虫 中 肠 和 后 肠 细菌 群落 功能 
分 析 

通过 16S rDNA 序列 注释 信息 映射 KEGG 基因 
组 数据 ,可 以 获得 已 测序 细菌 基因 组 编码 的 酶 以 及 
代谢 通路 信息 。 秸 秆 中 的 主要 成 分 包括 纤维 素 、 半 
纤维 素 以 及 木质 素 等 。 其 中 纤维 素 半 纤 维 素 属于 
多 糖 ,其 降解 主要 依赖 糖 昔 酶 和 部 分 单 加 氧 酶 等 
(Johansen, 2016) ,而 木质 素 降解 相对 复杂 ,主要 涉 











因素 方差 分 析 ) Data in the table are mean + SD. P «0.01 shows extremely 


及 芳香 类 化 合 物 的 降解 途径 ( Bugg et al., 2011) 

按照 KEGG 基因 组 映射 数据 ,中 肠 和 后 肠 含 有 
的 糖苷 酶 有 6- 磷酸-B- 葡 糖苷 酶 、 葡 聚 灶 1, 4-0 - T8] D 
苷 酶 、 葡 聚 糖 1,6-a- 葡 糖苷 酶 .a- 葡 糖苷 酶 、 寡 聚 -1 ， 
6- 简 萄 糖苷 酶 .B- 葡 糖苷 酶 、 葡 聚 糖 1,3-B- 葡 糖苷 
酶 .纤维 素 酶 和 和 葡 聚 糖 内 切 -1,3-B-D- 葡 萄 糖苷 酶 ， 
各 种 酶 基因 的 丰 度 情况 见 图 4(A) ,中 肠 糖苷 酶 以 
B- 葡 糖苷 酶 (0.24% ) .a- 衔 糖苷 酶 (0. 11% ) 和 纤维 
素 酶 (0.08% )3 种 占 优势 ,后 肠 也 以 这 3 种 糖苷 酶 
(B- 葡 糖苷 酶 0.30% ,a- 葡 糖 音 酶 0.13% ,纤维 素 酶 
0. 0996 ) 丰 度 最 大 ,但 后 肠 中 这 3 种 糖苷 酶 的 丰 度 均 
大 于 中 上 肠 , 二 者 存在 显著 差异 (P <0. 05 ) 。 该 结果 
表明 ,后 肠 含有 更 高 丰 度 的 糖苷 酶 基因 ,纤维 素 降 解 
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Fig. 3 PCoA analysis of gut microbia in the 3rd instar larvae of Protaetia brevitarsis based on different levels 














A, B: 分 别 是 基于 Unweighted UniFrac 距离 与 Weighted UniFrac 距离 进 


UniFrac distance, respectively; C; 基于 酶 种 类 水 平 的 壮 








行 主 4 
成 分 分 析 PCA analysis based on enzyme. PCI 和 PC2 代表 


k ERA iT PCoA analysis based on unweighted distance and weighted 
响 肠 道 微生物 群落 多 样 性 最 
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大 的 2 个 因素 ,百分比 数值 表示 对 样品 差异 的 贡献 值 。PC1 and PC2 represent the two mainly factors that affect the diversity of the gut bacterial 


communities, and the percentage represents the contribution value of the difference in samples. 
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图 4 白星 花 金 龟 3 MIH 





丰 度 Abundance 


群落 纤维 素 降解 相关 酶 (A) 和 木质 素 降解 相关 通路 (B)3 


目 茱 乙烯 降解 途径 Styrene degradation pathway 




















0.008 目 葵 甲酸 降解 途径 Benzoate degradation pathway 
目 多 环 芳烃 降解 途径 Polycyclic aromatic hydrocarbon degradation pathway. 
0.007 上 其 他 芳香 化 合 物 降解 途径 Other aromatic compound degradation pathway 


0.006 
0.005 
0.004 
0.003 
0.002 
0.001 





H01 H02 H03 H04 H05 M01 M02 M03 M04 M05 


R 


E Samples 








Fig. 4 Abundance of cellulose degradation related enzymes ( A) and lignin degradation pathways 


(B) of the bacterial communities in the midgut and hindgut of the 3rd instar larvae of Protaetia brevitarsis 
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可 能 更 多 地 发 生 在 后 肠 中 。 
进一步 对 芳香 化 合 物 降解 涉及 的 通路 丰 度 进行 
统计 (图 4: B) ,发 现 主 要 有 多 环 芳 烃 降 解 、 葵 甲酸 





为 主 ,而 后 肠 中 以 厚 壁 阔 门 (Firmicutes) 和 拟 杆菌 门 
( Bacteroidetes ) 微 生物 为 主 。 在 属 水 平 上 对 中 肠 、 后 
肠 微生物 群落 比较 发 现 ,中 肠 和 后 肠 不 同 的 生物 学 








降解 .甲苯 的 降解 、 乙 茶 的 降解 、 葵 乙烯 降解 和 蔡 降 
解 这 几 种 , 且 中 肠 和 后 肠 中 都 以 多 环 芳烃 降解 、 茶 甲 
酸 降解 和 茶 乙 烯 降解 丰 度 最 高 ,但 中 肠 和 后 肠 中 各 
降解 途径 丰 度 大 小 不 同 ( 中 肠 中 多 环 芳 烃 降 解 
0. 15% ,后 肠 中 多 环 芳 烃 降 解 0.06% ; rp o rp ARR 
酸 降解 0.11% ,后 肠 中 茶 甲 酸 降解 0.07% ; 中 肠 中 
茶 乙 烯 降解 0.16% ,后 肠 中 茶 乙 烯 降解 0.09% ) ,可 
见 中 肠 中 降解 通路 丰 度 明显 高 于 后 肠 , 二 者 存在 极 
显著 差异 (P<0.01), 该 结果 表明 中 肠 可 能 更 多 地 
参与 木质 素 的 降解 。 
























































3 讨论 











由 于 白星 花 金 龟 特 殊 的 食性 以 及 其 在 转化 秸秆 
中 的 潜力 ,相继 开展 了 针对 其 肠 道 微生物 的 研究 ,以 
期 为 进一步 探索 秸秆 消化 机 制 提 供 依据 。 王 菲菲 等 
(2009) 采 用 传统 的 培养 基 分 离 细 菌 的 方法 在 白星 
花 金 包 成 虫 中 肠 中 只 分 离 到 5 个 细菌 属 ,分 别 鉴 定 
Ag GR Bil Ji Aerococcus 、 短 状 杆菌 属 Brachybacterium , 
棍 状 杆菌 属 Clavibacter , ZE t 'Fy i Je Listeria 及 皮 杆 
属 Dermabacter , 其 中 皮 杆 菌 属 细菌 数量 占 优势 ， 
而 杨 诚 (2014) 对 7 株 白 星 花 金 包 幼虫 肠 道 细菌 分 
析 结 果 显 示 , 其 中 有 5 株 属 于 芽孢 杆菌 属 Bacillus。 
本 人 研究 采用 了 Junima HiSeq 2500 对 白星 花 金 包 3 
龄 幼虫 中 肠 和 后 肠 样品 高 通 量 测序 分 析 二 者 的 群落 
结构 和 组 成 , 中 肠 和 后 肠 样品 合并 共 获 得 2 441 个 
OTUs ,总 共 注 释 到 27 个 门 ,51 个 纲 ,77 H,168 F}, 
326 属 。 与 传统 培养 分 析 法 相 比 ,本 研究 利用 高 通 
量 测序 技术 获得 了 更 全 面 准确 的 微生物 群落 信息 ， 
对 进一步 秸秆 降解 机 制 分 析 提 供 了 可 靠 的 数据 。 
通过 比较 白星 花 金鱼 中 肠 、 后 肠 的 优势 菌 群 ,从 
优势 门 水 平 来 说 ,中 上 肠 和 后 肠 的 优势 菌 群 在 组 成 上 
基本 一 致 ,但 是 其 丰 度 具有 一 定 的 差异 。 中 肠 中 以 
变形 菌 门 (Proteobacteria) JFE% W l ] ( Firmicutes ) 和 
放 线 菌 门 (Actinobacteria ) 为 前 3 个 优势 门 ,而 后 肠 
中 以 厚 壁 菌 门 (Famicutes ), XX 2X W T] 
( Actinobacteria ) 和 变形 菌 门 (Proteobacteria ) 为 前 3 
个 优势 门 。Egert 等 (2003 ) 对 饲 喂 土壤 有 机 质 的 花 
金龟 科 的 Pachnoda ephippiata 幼虫 肠 道 微 生物 研究 
1278 28402 , Pachnoda ephippiata 中 肠 中 以 厚 壁 菌 
门 (Firmicutes ) 和 放 线 菌 门 ( Actinobacteria ) 微生物 

































































































































































重复 中 属 的 丰 度 存在 一 定 的 差异 ,但 整体 的 丰 度 趋 
势 是 相同 的 ,所 以 该 实验 结果 对 进一步 研究 具有 一 
定 的 指导 意义 ,其 中 ,中 上 肠 细菌 群落 的 优势 属 是 假 单 
胞 菌 属 Pseudomonras、 芽 孢 杆 菌 属 Bacillus 和 
Turicibacter 优势 属 , 而 后 肠 细菌 群落 的 优势 属 是 脱 
WW P JB) Desulfovibrio, j^ L We "E SE EI JE 
Proteiniphilum 和 芽孢 杆菌 属 Bacillus ,两 者 在 优势 属 
的 丰 度 上 有 较 大 差别 。 推 测 这 种 差别 是 由 两 者 肠 道 
环境 与 食物 消化 程度 不 同 造成 的 。 昆 虫 肠 道 主要 包 
含 3 个 部 分 一 一 前 肠 .中 肠 和 后 肠 : 前 肠 的 主要 功能 
是 食物 摄 入 和 对 食物 的 最 初步 消化 ;中 肠 为 高 碱 性 
环境 ,pH 值 约 为 9 ~12, 其 中 含有 大 量 的 碱 性 蛋白 
酶 能 消化 食物 中 的 蛋白 质 ;后 肠 为 消化 道 最 后 一 段 ， 
pH 值 较 中 上 肠 低 ,其 中 富 含 多 种 多 样 的 微生物 ,是 进 
一 步 消化 食物 ,同时 也 进行 食物 残渣 和 代谢 废物 的 
排出 ,并 从 排泄 物 中 吸收 水 分 和 无 机 盐 类 的 场所 
(Lemke et al., 2003) 。 与 后 肠 相 比 , 中 肠 内 含 物 是 
仅 经 过 初步 消化 的 食物 ,来 源 于 食物 中 的 微生物 可 
能 仍然 存在 于 中 上 肠 内 含 物 中 ,因此 ,中 肠 实 际 测 到 的 
细菌 群落 数据 受 食物 中 细菌 影响 较 大 ;而 后 肠 内 含 
物 不仅 是 经 过 较 长 时 间 消 化 的 内 含 物 ,其 与 中 肠 也 
有 了 明显 的 隔离 ,所 以 后 肠 检测 到 的 细菌 群落 数据 受 
食物 中 细菌 的 影响 较 小 。 按 照 上 述 推论 ,后 肠 应 该 
有 具有 更 稳定 的 微生物 群落 结构 ,本 研究 通过 B 多 样 
性 分 析 对 此 进行 了 检验 ,分 析 结 果 显 示 后 肠 比 中 肠 
样品 间 的 差异 小 ,进一步 验证 了 后 肠 细菌 群落 结构 
比 中 上 肠 稳定 的 推论 , 并且 Zhang 和 Jackson (2008 ) 
对 Costelytra zealandica 以 及 Egert 等 ( 2005 ) 对 
Melolontha melolontha 肠 道 细菌 的 研究 数据 也 支持 
该 结论 。 

目前 关于 秸秆 降解 途径 的 研究 主要 围绕 真菌 、 
细菌 降解 纤维 素 . 半 纤 维 素 和 木质 素 相 关 的 酶 及 产 
物 进行 。 纤 维 素 与 半 纤 维 素 降解 机 制 相对 简单 , 降 
解 过 程 研究 得 比较 清楚 , 主要 起 作用 的 是 糖 昔 水 解 
酶 和 部 分 单 加 氧 酶 (Johansen, 2016) ,水 解 获得 的 单 
糖 会 直接 被 利用 。 本 研究 分 析 结 果 显 示 , 白 星 花 金 
鱼 后 肠 细菌 群落 中 的 糖 芽 酶 丰 度 较 高 ,推测 纤维 素 、 
半 纤 维 素 的 水 解 主要 发 生 在 后 肠 内 。 木 质 素 的 降解 
比较 复杂 ,因为 其 主要 结构 单元 含有 葵 丙 烧结 构 , 涉 
及 芳香 化 合 物 的 降解 途径 , 仍 采用 含 葵 类 似 物 作为 
底 物 进行 研究 , 目前 研究 得 比较 清楚 的 有 芳 基 醚 、 联 



























































































































































640 昆虫 学 报 Acta. Entomologica. Sinica 60 35 








二 茶 、 二 芳 基 丙烷 、 阿 魏 酸 以 及 原 儿 茶 酸 降解 途径 。 
上 述 途径 中 涉及 的 酶 种 类 较 多 ,包括 氧化 氢 酶 、 乙 二 
醛 氧化 酶 酚 氧 化 酶 、 简 萄 糖 氧 化 酶 .入 醇 氧化 酶 、 新 
阿 魏 酰 酯 酶 和 对 香 豆 酰 酯 酶 等 (Bugg et al., 2011; 
Brown and Chang 2014; Pollegioni et al., 2015; 
Kameshwar and Qin, 2016), F1 EZ f& loi rp 
有 多 种 芳香 化 合 物 降 解 代 谢 途 径 ,从 丰 度 上 看 ,主要 
分 布 在 中 肠 , 说 明 木 质 素 降 解 消 化 主要 发 生 在 中 肠 。 

本 研究 在 完成 白星 花 金龟 中 肠 和 后 肠 细菌 群落 
分 析 的 基础 上 ,进一步 利用 明确 的 肠 道 微生物 物种 
HUE SI KEGG 数据 库 的 微生物 基因 组 ,并 利用 
基因 组 编码 的 功能 基因 信息 对 肠 道 微生物 降解 秸秆 
的 途径 进行 了 预测 ,目前 实验 室 正 在 进行 白星 花 金 
鱼 肠 道 转录 组 、 肠 道 微生物 宏基 因 测 序 ,今后 将 进 一 
步 对 关键 酶 基因 进行 克隆 验证 ,提出 白星 花 金 包 转 
化 秸秆 的 机 制 。 
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